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  زنی،  بر جوانه Pseudomonas fluorescensپرایمینگ زیستی بذر پنبه توسط  اثر
  Rhizoctonia solani ناشی ازرشد گیاهچه و تحریک مقاومت به بیماري مرگ گیاهچه پنبه 

  
  سید اسماعیل رضوي*

   ، گرگان، ایرانپزشکی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان گروه گیاه
  16/04/1399؛ تاریخ پذیرش: 12/02/1399تاریخ دریافت: 

  1چکیده
 زي خاك باشد. قارچ مناطق کشت آن میر ت بیشر دهاي پنبه ترین بیماريگیاهچه یکی از مهم مجموعه بیماري سابقه و هدف:

Rhizoctonia solani از طرفی، دهد. گیاه را کاهش می بنیهکه  استترین بیمارگر در ایجاد این بیماري ترین و مهمشاخص
 مطالعه شده وسیع طور بهو رشد براي افزایش بنیه گیاه  Pseudomonas fluorescens باکتري زنی بذرها یا ریشه توسط مایه

ها  اي و استفاده از آن شیشه از رشد قارچ در محیط درونP. fluorescens  از جدایهچهار  بازدارندگیاست. در این مطالعه قابلیت 
  پنبه بررسی شده است. گیاه در ریزوسفر  R. solaniبراي جلوگیري از آلودگی 

  

   باکتري ثیر پرایمینگ بذر با چهار جدایه ازأ، تR. solani قارچ پنبه ناشی از هايمنظور مهار مرگ گیاهچه به ها: مواد و روش
P. fluorescens در سه رقم پنبه (ساحل، مذکور زنی بذر و رشد گیاهچه و میزان آلودگی به قارچ بیمارگر  در رابطه با جوانه

 cfu 108 غلظت ور شدن در سوسپانسیون باکتري با. بذرهاي پنبه پس از غوطهقرار گرفتبررسی مورد گلستان و ورامین) 
زدن  روز اثر باکتري بر درصد جوانه 7 داري شدند و پس ازسلسیوس نگه درجه 28و دماي ها دقیقه، در تشتک 15مدت  به

نیز بر رشد گیاه و میزان آلودگی در گلدان و با استفاده از خاك آلوده  P. fluorescensسازي خاك با ثیر آغشتهأبررسی شد. ت
هاي فراّر و غیرفراّر، سیدروفور، ها در رابطه با تولید ترکیبهاي مهار زیستی باکتريپژوهش ویژگیصورت گرفت. در این 

  مورد ارزیابی قرار گرفتند.  نیز اسید ایندول استیکسیانیدهیدروژن و 
  

هاي باکتري مورد جدایهنتایج این مطالعه نشان داد که تولید اسید ایندول استیک، سیدروفور و سیانید هیدروژن در بین ها:  یافته
رشد ریشه،  ،جوانه زدن بذردار افزایش معنینیز  دست آمده ي بههادادهداري متفاوت است. تجزیه واریانس طور معنی بررسی به

طور  به ریشه میزان فنل کل و فعالیت پراکسیداز .را در حضور باکتري نشان داد ساقه و وزن خشک گیاه و کاهش شاخص بیماري
هاي  ثیر جدایهأت بود.مشاهده قابل بیماري  شاخصها با و ارتباط معکوس آن یافتهداري توسط تیمار با باکتري افزیش  معنی

بوده است  غیرفراّر هاي و تولید ترکیب IAAمیزان تولید  ترین ارتباط با بیشمتفاوت بود و بر صفات مورد بررسی باکتري 
  دار نبود.  پنبه مورد مطالعه معنی ارقامهاي باکتري بر رفتار ثیر جدایهأت ، اما)52-82(ضریب پیرسون 

  

  عنوان آنتاگونیست  ممکن است به P. fluorescensهاي دهد که برخی از استریننتایج این مطالعه نشان میگیري:  نتیجه
R. solani کنند. بهبود رشد گیاهچه و تحریک مقاومت علیه ر گیاهچه و سلامت گیاه را تسهیل در نظر گرفته شوند و استقرا  

                                                
  razavi@gau.ac.irمسئول مکاتبه:  *
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R. solani  ها باکترياین رو، استفاده از  باشد. از این هاي ضدقارچ و هورمون رشد می بیوتیک تولید آنتی نتیجه به احتمال زیادپنبه 
  شود. میآور براي بهبود مقاومت به بیماري مرگ گیاهجه پنبه پیشنهاد  فن عنوان یک رهیافت زیست به
  

   IAA ،Pseudomonas، مهار زیستیپنبه، فنل کل،  هاي کلیدي: واژه

 
  مقدمه

ترین گیاهان زراعی است که  پنبه یکی از قدیمی
توسط بشر اهلی شده است. این گیاه جهت استفاده از 

سال قبل از میلاد کشت  5000الیاف آن در حدود 
هاي  شد. گیاه پنبه در طول دوره رشد به بیماري می

ها به  شود که اهمیت هر یک از آن مختلفی مبتلا می
 هاي نوع بیماري، رقم پنبه مورد کشت، اعمال روش

بیماري ). 28( زراعی و شرایط محیطی بستگی دارد
هاي مهم پنبه در مناطق مرگ گیاهچه یکی از بیماري

ت زیادي باشد و همه ساله خسار مختلف کشت آن می
وسیله  ن بیماري به. ایکندبه مزارع پنبه وارد می

ویژه قارچ  بهزا،  اي از عوامل بیماري مجموعه
Rhizoctonia solani Kühn آید وجود می به   

زي بودن عوامل با توجه به ماهیت خاك ).16 و 14(
هاي  مرگ گیاهچه و عدم کاربرد صحیح روش

دادن بذر با سموم شیمیایی یا شیمیایی مثل پوشش
ها نتیجه این روشپاشی مزرعه، استفاده از  سم

چنین ایجاد  هم). 13(همراه ندارد بخشی به رضایت
ها به سموم مختلف توجه ها و باکتريمقاومت قارچ

ویژه استفاده از  به مهار زیستیبه را  پژوهشگران
 هاي آنتاگونیست جلب کرده استها و باکتري قارچ

)2 .(  
سري سازوکارهاي واسطه یک ها به آنتاگونیست

د از ند موضعی یا سیستمیک باشنتوانمیمتنوع که 
زا محافظت  گیاهان در برابر آلودگی عوامل بیماري

 سازوکارهاي 1شده سیستمیکند. در مقاومت القانمای می
 زیستیها با عوامل  تیمار آن پیش وسیله دفاع گیاهان به

                                                
1- Induced systemic resistance= ISR 

در این حالت،  ).26( شوندیا شیمیایی تحریک می
سالم گیاه منتقل هاي مقاومت تحریک شده به قسمت

گردد و در نتیجه مقاومت نسبت به دامنه وسیعی از  می
تیمار  آید. بنابراین پیشوجود می زا به عوامل بیماري

زا (القاکننده زنده) یا گیاهان با عوامل غیربیماري
تواند  هاي غیرزنده) میشیمیایی (القاکنندههاي  ترکیب

 وتیمار در محل  نسبت به بیمارگرمقاومت گیاهان را 
 هاي مجزا از محل اولیه آلودگی افزایش دهد در بافت

  ). 10 و 6(
کننده مقاومت، تحریک زیستیدر بین عوامل 

عوامل  مهار زیستیها مدل مناسبی براي باکتري
هایی از جدایه). 7( روندشمار می زا بهبیماري
صورت هوازي  به معمولاً P. fluorescensهاي  باکتري

زیادي  شناختی بوماي و تنوع تغذیهکنند و رشد می
طور معمول در آب و خاك  ها بهدارند. این باکتري

کنند و از ریشه تعداد زیادي از گیاهان جدا  زیست می
مورد مطالعه قرار  مهار زیستیعنوان عوامل  اند و به شده

 P. fluorescensهاي مختلف جدایه). 1(اند گرفته
با تولید طور مستقیم  بهزا را توانند عوامل بیماريمی

بیوتیک، سیدروفورها، سیانیدهیدروژن آنتی هايترکیب
با تحریک مقاومت یا غیرمستقیم و و آنزیم پروتئاز 
هاي جنس گونه ).2( ثیر قرار دهندأت سیستمیک تحت
Pseudomonas  رشد  ،زاعوامل بیماري مهارعلاوه بر

این ثیر مثبت أت). 30(دهند گیاه را نیز افزایش می
مفید خاك و  ریزجاندارانها روي سایر  باکتري

هاي  کننده هاي میکوریز و تولید بعضی از تنظیم قارچ
ثر ؤاز سازوکارهاي ماسید ایندول استیک ویژه رشد به

  ). 15 و 12(باشد  در افزایش رشد گیاه می
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  کشت پنبه در استان گلستان  اهمیتبا توجه به 
  و نظر به اهمیت بیماري مرگ گیاهچه پنبه با عامل 

R. solani ،کارگیري  به در این پژوهش در این منطقه  
P. fluorescens  بیماري مدنظر قرار  مهارجهت

میت شناخت سازوکار گرفت. از طرفی با توجه به اه
هاي گیاهی، القاي مقاومت بیماري مهارها در باکتري

ي ابا بررسی محتوشیمیایی -زیستگیاهان از جنبه 
فنل اکسیداز و میزان تولید فنل کل، فعالیت آنزیم پلی

IAA  .ارزیابی شد  
  

  ها مواد و روش
 R. solani AG4زاي  بیماري جدایه: R. solani جدایه

علوم  پزشکی دانشگاههاي گروه گیاهاز کلکسیون قارچ
تهیه شد. این جدایه  گرگان کشاورزي و منابع طبیعی

از پنبه ساحل در منطقه کردکوي (استان گلستان) 
داري جدایه مذکور روي . نگهشده بودجداسازي 

و ) PDA( 1زمینی دکستروز آگار حیط کشت سیبم
  درجه سلسیوس بوده است.  5-7دماي 
 P. fluorescensي ها جدایه: P. fluorescens يها جدایه

کشاورزي و دانشکده پزشکی پردیس از بخش گیاه
منابع طبیعی کرج (اهدایی س.م. اخوت) تهیه شد. این 

از ناحیه ریزوسفر گیاهان زراعی کرج  ها جدایه
روي محیط  هاداري باکتريجداسازي شده بود. نگه

درجه  5-7در دماي ) NA( 2کشت نوترینت آگار
  سلسیوس بوده است.

ماسه ابتدا : R. solani تهیه زادمایه و خاك آلوده به
 100ازاي  مخلوط و به 1به  9و آرد ذرت به نسبت 

لیتر آب به آن  میلی 10دست آمده  گرم از مخلوط به
فوق در اضافه شد، سپس ظروف حاوي مخلوط 

 1سلسیوس و فشار  درجه 121اتوکلاو با دماي 
دقیقه ضدعفونی شدند. بعد از  20مدت  اتمسفر به

                                                
1- Potato dextrose agar =PDA 
2- Nutrient agar=NA 

 محیط متري از حاشیهمیلی 5قطعه  3دن، خنک ش
روزه بیمارگر به مخلوط حاصل اضافه گردید  4 کشت

 4مدت  درجه سلسیوس به 25±2و ظروف در دماي 
دست آمده با خاك داري شدند. زادمایه بههفته نگه

درصد وزنی مخلوط گردید  5/1سترون شده به نسبت 
هاي شاهد از مخلوط آرد ذرت و براي گلدان ).9(

  ستفاده شد.ماسه سترون فاقد عامل بیماري ا
باکتري : P. fluorescens تهیه سوسپانسیون باکتري

) NB( 3نوترینت براثدر ارلن حاوي محیط کشت 
دور در  200ساعت روي شیکر با سرعت  48مدت  به

 20مدت  . سپس بهشددر دماي اتاق تهیه و دقیقه 
در دقیقه سانتریفوژ گردید دور  4500دقیقه با سرعت 

فوژ با آب یدر لوله سانتر نشین شدههاي تهو باکتري
و عدد جذب سوسپانسیون  يوشومقطر سترون شست

کمک دستگاه اسپکتروفتومتر تعیین گردید.  حاصل به
نظر در سوسپانسیون باکتري با غلظت مورد براي تهیه

نانومتر از  590) در طول موج cfu 109( پژوهشاین 
OD= 0.06  29(استفاده شد .(  

: زدن بذر آنتاگونیست بر جوانههاي ثیر باکتريأت
  سدیم  دقیقه در هیپوکلریت 2بذرهاي پنبه براي 

شش بار با آب مقطر  سپس درصد ضدعفونی و 1
پوشش بذرها با سوسپانسیون منظور  شسته شدند. به

  درصد کربوکسی 5/0هاي آنتاگونیست حاوي  باکتري
متیل سلولز تهیه شد. بذرها به تناوب چندین بار در 
سوسپانسیون مذکور قرار گرفتند و زیر هود لامینار 

با محلول فقط خشک شدند براي تیمار شاهد، بذرها 
). 27(درصد پوشیده شدند  5/0متیل سلولز  کربوکسی

تایی 50زنی بذر با استفاده از چهار تکرار درصد جوانه
کاغذ صافی واتمن مرطوب روي  هابذر در تشتک

روز در شرایط دمایی  7طی استریل شده با آب مقطر 
 صورت گرفت ودرجه سلسیوس و تاریکی  2±25

                                                
3- Nutrient broth=NB 
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عنوان به مترمیلی 5تر از چه بزرگبذرهایی با ریشه
  . )11( زده شمارش شدندجوانه

هاي آنتاگونیست بر آلودگی به قارچ ثیر باکتريأت
 هاي ساحل،بذر پنبه رقم: بیمارگر در شرایط گلخانه

سسه تحقیقات پنبه کشور تهیه ؤاز م و ورامین گلستان
درصد  5/0شد. بذرها ابتدا توسط هیپوکلریت سدیم 

دقیقه ضدعفونی شدند و پس از سه مرتبه  4مدت  به
هاي  در گلدانوشو توسط آب مقطر سترون،  شست

نظر کشت شد. در آزمون تیمار حاوي خاك مورد
سازي خاك به تر آغشته ثیر بیشأت توجه به خاك با
لیتر سوسپانسیون  میلی 50از )، 1آنتاگونیست (باکتري 

باکتري براي هر گلدان استفاده شد. سوسپانسیون 
ریخته شد  شدهکشت پاي بذرها  در گلدان باکتري

ها در گلخانه با دماي مناسب (خیساندن خاك). گلدان
ترتیب  شبانه بهرشد قارچ و گیاه (دماي روزانه و براي 

داري ) تا ظهور علائم نگهلسیوسدرجه س 17و  29
روز از کاشت بذرها در گلدان  35پس از شدند. 

(اواسط دوره رویشی)، طول ساقه، ریشه، وزنِ خشک 
منظور  گیاه و درصد شاخص بیماري محاسبه گردید. به

ساعت  48مدت ها بهمحاسبه وزن خشک گیاه، بوته
یوس خشک شدند و وزن درجه سلس 72در دماي 

گیري شد. هزارم اندازهترازو با دقت یک توسطها  آن
ها از نظر مرگ گیاهچه بر اساس بندي بوته درجه

   0-3درصد تغییر رنگ ریشه و ساقه و مقیاس 
هاي سطحی روي ساقه، زخم - 1= بدون آلودگی، 0(
مرگ  -3هاي فرورفته روي ساقه و پژمردگی، زخم -2

  ).27( انجام شدکامل گیاهچه) 
  

  میکروبی هاي فرآوردهتولید 
ندگی باکتري از رشد قارچ بیمارگر: قدرت بازدار

بازدارندگی باکتري از رشد قارچ بیمارگر  توانبررسی 
روش کیل و همکاران  در شرایط آزمایشگاهی به

. در این روش، باکتري )17( ) صورت گرفت1996(
فاصله به PDAاي روي محیط کشت صورت نقطه به
متر از لبه تشتک کشت داده شد و سه روز سانتی 5/0

 R. solaniز محیط کشت حاوي قارچ ااي بعد قطعه
در وسط تشتک پتري قرار گرفت. براي هر تیمار سه 

 7مدت  هاي پتري بهتکرار در نظر گرفته شد. تشتک
درجه سلسیوس و  25±2روز در شرایط دمایی 

یسه قدرت داري شدند. براي مقاتاریکی نگه
فاصله پرگنه باکتري تا میسیلیوم قارچ  ،بازدارندگی

  گیري و میانگین مورد مقایسه قرار گرفت.اندازه
منظور بررسی  هب: و سیانیدهیدروژنتولید سیدروفور 

بر اساس تولید سیدروفور، از روش اسپکتروفتومتري 
 سیانیدهیدروژن. )21( استفاده شدمیزان تولید پایوردین 

غییر رنگ ) و بر اساس ت1987نیز به روش آلستروم (
 ف پیکرات سدیم بوده استکاغذ صافی آغشته به معر

 4تا  1بندي . تغییر رنگ کاغذ صافی با درجه)4(
اي تیره و آجري) مشخص اي روشن، قهوه(کرم، قهوه

  شد.
تولید منظور بررسی  به: غیرفراّرهاي ترکیبتولید 
میکرولیتر از  100ضدقارچی غیرفرّار،  هاي ترکیب

سوسپانسیون غلیظ باکتري روي محیط کشت 
در  هازمینی دکستروز آگار پخش شد و تشتک سیب

درجه سلسیوس و تاریکی  25±2شرایط دمایی 
روز، پرگنه باکتري توسط  3پس از  داري شدند. نگه

اي از سطح محیط  آب مقطر سترون و میله شیشه
دقیقه در محیط واجد  45مدت هها بشسته و تشتک

 پنبه آغشته به کلروفرم قرار گرفتند. سپس یک حلقه به
روزه قارچ  4متر از حاشیه کشت سانتی 5/0قطر 

هاي  بیمارگر در وسط هر تشتک پتري کشت شد. تشتک
و تاریکی  درجه سلسیوس 25±2پتري در شرایط دمایی 

روز درصد بازدارندگی  7پس از  داري شدند ونگه
). براي هر تیمار 18(گیري گردید رشد پرگنه اندازه

  سه تکرار در نظر گرفته شد. 
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منظور بررسی تولید  به: فرّار هاي تولید ترکیب
میکرولیتر از  200فرّار، در مرحله اول  هاي ترکیب

اي بر یله شیشهمسوسپانسیون غلیظ باکتري توسط 
ها پخش شد و تشتک PDAسطح محیط کشت 

درجه سلسیوس و  25±2روز در دماي  3مدت  به
  هایی بهداري شدند. در مرحله دوم، حلقهتاریکی نگه

متر از حاشیه کشت چهار روزه قارچ سانتی 5/0قطر 
 PDAهاي پتري حاوي کشت بیمارگر در مرکز تشتک

هاي پتري حاوي قارچ قرار گرفت. سپس تشتک
هاي پتري حاوي باکتري تکطور وارونه روي تش به

ها توسط نوار آنتاگونیست قرار داده شد و لبه تشتک
هاي پتري در . تشتکگردیدمسدود  پارافیلم کاملاً

درجه سلسیوس و تاریکی  25±2شرایط دمایی 
روز درصد بازدارندگی  7داري شدند و پس از  نگه

). براي هر تیمار 18گیري گردید (اندازه میسلیومرشد 
  ار در نظر گرفته شد. سه تکر

براي ارزیابی تولید هورمون د هورمون اکسین: تولی
 ساعت باکتري در محیط کشت 72کشت  ،اکسین

دور در دقیقه  10000 سرعت با 1تریپان سویا براث
لیتر از فوژ شد و یک میلییدقیقه سانتر 15مدت  به

 2سالکوسکیلیتر از معرف محلول رویی به چهار میلی
 98لیتر اسید سولفوریک غلیظ میلی 150(شامل 
لیتر میلی 5/7لیتر آب مقطر و میلی 250درصد، 

. گردید) مخلوط FeCl3.6H2Oکلیریآهن نیم مولار (
دقیقه در دماي آزمایشگاه  20مدت  مخلوط حاصل به

و سپس با استفاده از اسپکتروفتومتر،  شدداري  نگه
نانومتر قرائت  535میزان جذب نور در طول موج 

 IAAمون با منحنی استاندارد رگردید. مقدار تولید هو
  .  )22( محاسبه شد

غلظت فنل کل در یک گرم از : گیري فنل کل اندازه
) 2007روش مالنسیک و همکاران ( بافت مورد نظر به

                                                
1- Tryptone Soybean Broth=TSB 
2- Salkowski reagent 

فنلی توسط معرف  عصارهبر اساس تغییر رنگ 
 انجام شد درصد 20سیوکالتو و کربنات سدیم  -فولین

 4/0تا  1/0. در این رابطه، پس از مخلوط شدن )20(
لیتر  میلی 5لیتر از عصاره الکلی استخراج شده با  میلی

سیوکالتو،  - لیتر معرف فولینمیلی 5/0آب مقطر و 
 ها پس از یک ساعت در طول موجمقدار جذب نمونه

منحنی  گیري گردید. براي تهیهتر اندازهنانوم 725
 استاندار از اسیدگالیک استفاده شد و فنل کل بر

خشک  ریشهگرم اسید گالیک در یک گرم  حسب میلی
  دست آمد.  به

 شده برداري هاي نمونهریشهگیري فعالیت پراکسیداز:  اندازه
گرم از  5/0مقدار  گیري سطحی شدند وابتدا آب

در هاون چینی سرد با استفاده از ازت مایع  ریشه
لیتر صورت پودر نرمی ساییده شد. سپس یک میلی به

) به آن اضافه و pH= 6مولار ( 1/0بافر فسفات سدیم 
 20مدت  حاصل به یکنواخت گردید. عصاره کاملاً

سانتریفوژ  دور در دقیقه 11000  سرعت بادقیقه 
ئینی جدا شد پروت عنوان عصاره گردید و رونشست به

). ارزیابی فعالیت پراکسیداز بر اساس اکسیداسیون 25(
قرمز  غییر رنگ محلول به نارنجی متمایلگوایکول و ت

. محلول )8( ) انجام شد1955به روش چنس و مالی (
 1/0میکرولیتر بافر فسفات سدیم  578واکنش شامل 

میکرولیتر بافر فسفات سدیم  pH ،(125=5مولار (
 5مول و میلی 50) حاوي گوایکول pH=5(مولار  1/0

پروتئینی گیاهچه بود. این محلول  میکرولیتر عصاره
پس از اختلاط کامل در کیووت ریخته و براي صفر 

کینتیک  ه اسپکتروفتومتر براي یک برنامهکردن دستگا
 10مدت یک دقیقه و در فواصل  تنظیم گردید که به

را ثبت کند. ثانیه، تغییر در میزان جذب نور محلول 
مولار  1/0ر بافر فسفات سدیم میکرولیت 50سپس 

)5=pH) 10درصد)  30) حاوي پراکسیدهیدروژن 
  مول به محلول درون کیووت اضافه شد، پس  میلی

از اختلاط مختصر بلافاصله در دستگاه اسپکترومتر 
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ثانیه، تغییر میزان  10مدت یک دقیقه و در فواصل  به
نانومتر ثبت شد.  470ثر جذب نور در طول موج حداک

صورت  در نهایت میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز به
گرم پروتئین تغییر میزان جذب نور در دقیقه در میلی

  ). 8محاسبه گردید ( کل
این مطالعه در چهار تکرار : ها تحلیل داده و تجزیه

در  تصادفی صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً به
دست  هاي به اجرا گردید و داده شرایط آزمایشگاهی

 ) شده و مقایسهANOVAآمده تجزیه واریانس (
در سطح احتمال  LSDها با استفاده از آزمون  میانگین

05/0P≤ ها با استفاده از آماري داده انجام شد. تجزیه
ها  صورت گرفت و ترسیم شکل R 3.5.0افزار  نرم

  انجام شد.  2007نسخه    Excellافزار  توسط نرم
  

  و بحث نتایج
  نتایج حاصل از : میکروبی هاي فرآوردهتولید 

  ارزیابی میزان تولید هورمون اکسین توسط باکتري 
P. fluorescens  باکتري از چهار جدایه نشان داد که

این باشند، اما می IAAمورد مطالعه قادر به تولید 
و از  اندمتفاوت بوده IAAها از نظر میزان تولید  جدایه

 گرفتند نظر آماري در چهار گروه مختلف قرار می
 IAAترین میزان تولید  کم که طوري به). 1(جدول 
لیتر) و میکروگرم/ میلی 93/4( 1به جدایه مربوط 

میکروگرم/  60/14( 4به جدایه مربوط  آنترین  بیش
  لیتر) بود.  میلی

دست آمده از آزمون تولید سیدروفور  نتایج به
قابلیت  P. fluorescensهاي ه جدایهنشان داد ک

خوبی در تولید سیدروفور داشتند. میزان تولید 
ایووردین میکرومول پ 36/1 تا 09/1سیدروفور از 

فرّار  هايثیر ممانعتی ترکیبأ). ت2متفاوت بود (جدول 
هاي  و غیرفرّار تولید شده بر قارچ بیمارگر بین جدایه

P. fluorescens ترتیب در دامنه  متفاوت بود و به
).  1درصد متغیر بود (جدول  5/45-5/57و  30-26

چنین بیانگر توان تولید سیانیدهیدروژن نتایج هم
هاي باکتري مورد مطالعه بوده است توسط جدایه

هاي فرآورده). بررسی همبستگی بین 1(جدول 
دار  میکروبی مورد بررسی نشان داد که همبستگی معنی

هاي  ترکیببا اثر ممانعتی  IAAتنها به تولید ) 792/0(
  غیرفرّار مربوط است.

به قارچ هاي آنتاگونیست بر آلودگی ثیر باکتريأت
 و نتایج حاصل از تجزیهبیمارگر در شرایط گلخانه: 

رقم ساحل نسبت به ها نشان داد که تحلیل داده
تري در  هاي گلستان و ورامین از مقاومت بیش رقم

برخوردار است  R. solani به قارچ آلودگی مقابل
 P. fluorescensهاي باکتري ثیر جدایهأت). 2(جدول 

مورد استفاده بر کاهش شاخص بیماري متفاوت بود. 
ترتیب  به 4و  3هاي و جدایه 1در این رابطه، جدایه 

ثیر را در کاهش آلودگی أترین ت ترین و بیش کم
هاي متابولیتبررسی همبستگی بین اند.  داشته

دار  میکروبی مورد بررسی نشان داد که همبستگی معنی
و اثر ممانعتی  IAAبه تولید  شاخص بیماري

  ). 3غیرفرّار مربوط است (جدول  هاي ترکیب
هاي رشد در ویژگیبر هاي آنتاگونیست  تاثیر باکتري

هاي رشد در سه رقم پنبه مورد ویژگیشرایط گلخانه: 
بیمارگر و باکتري  مطالعه در خاك شاهد (فاقد قارچ

درصد داراي اختلاف  5آنتاگونیست) در سطح احتمال 
طول ریشه، ساقه و وزن ترین  بیش دار بود و معنی

هاي ساحل، گلستان و ترتیب به رقم خشک کل به
 حضورهاي رشد در ویژگیساحل مربوط بوده است. 

در خاك واجد یا فاقد قارچ  باکتري آنتاگونیست
هاي ثیر جدایهأت ).2(جدول  داشتافزایش بیمارگر 

دار  هاي رشد داراي اختلاف معنیباکتري بر ویژگی
داري رقم اختلاف معنی× ثیر باکتري أبوده است، اما ت

میکروبی  هايفرآورده. بررسی همبستگی بین نبود
دار  مورد بررسی نشان داد که همبستگی معنی
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و اثر ممانعتی  IAAبه تولید  هاي رشد ویژگی
  ). 3غیرفرّار مربوط است (جدول  هاي ترکیب

و فنل کل  هايبررسی تغییرات کمی ترکیب
هاي مربوط به پاسخنتایج : تغییرات آنزیم پراکسیداز

نشان داد که بین تیمارها در محتواي دفاعی 
ریشه و فعالیت آنزیم پراکسیداز فنل کل هاي  ترکیب

وجود درصد  5در سطح احتمال دار اختلاف معنی
 هاي بالاترین سطح میزان ترکیب و )2دارد (جدول 

در گیاهان تیمار شده و فعالیت آنزیم پراکسیداز فنلی 

ست و قارچ بیمارگر مشاهده شد. با باکتري آنتاگونی
براي تنهایی القاگر خوبی  رسد که باکتري بهنظر می به

باشد، اما زمانی که خاك مینهاي دفاعی  پاسخ
 هايشد، میزان ترکیببیمارگر آلوده  ها به قارچ گلدان

 همبستگی. )2(جدول  توجهی داشت قابلفنلی افزایش 
داري بین فنل کل و فعالیت آنزیم پراکسیداز با  معنی

شاخص بیماري مرگ گیاهچه پنبه در سه رقم مختلف 
  ). 2شکل بود ( دار پنبه معنی

  

  
 روز. 5بذر سه رقم از پنبه پس از  نیز بر درصد جوانه P. fluorescensهاي  تولید شده توسط جدایه IAAثیر أت -1شکل 

Fig. 1. The effect of IAA production by P. fluorescens isolates on the percentage of seed germination after 5 days. 

  
  .در شرایط آزمایشگاه P. fluorescensهاي  جدایهارزیابی فعالیت آنتاگونیستی و  IAAتولید  -1دول ج

Table 1. In vitro screening of IAA production and antagonistic activity of P. fluorescens isolates. 

  جدایه باکتري
Bacterial 
isolates 

  IAAتولید 
  لیتر) (میکروگرم/میلی

IAA production 
(µg ml-1) 

) درصدممانعت (
  فرارهاي  ترکیب

Volatile 
metabolites 

inhibition (%) 

) درصدممانعت (
 هاي غیرفرار ترکیب

Non-volatile 
metabolites 

inhibition (%) 

سیدروفور (میکرومول 
  تولید پیووردین)
Sidrophore 

(µM Pyoverdine 
production) 

  تولید سیانید هیدروژن
)1-4(  

Hydrogen cyanide 
production 

(1-4) 

Ps-1 4.93 d 29.00 ab 45.50 b 1.22 ab 2 

Ps-2 8.96 c 30.66 a 58.66 a 1.16 ab 2 

Ps-3 11.12 b 26.33 b 57.00 a 1.09 b 2 

Ps-4 14.60 a 30.00 a 57.50 a 1.36 a 3 

 
 

y = -0.0271x2 + 5.7081x - 284.38
R² = 0.7049
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  ارتباط بین فنل کل (بالا) و فعالیت آنزیم پراکسیداز (پایین) با شاخص بیماري مرگ گیاهچه پنبه با عامل  -2شکل 
Rhizoctonia solani .در سه رقم مختلف پنبه  

Fig. 2. The relationship between total phenol (up) and Peroxidase enzyme activity (down) with disease index of 
damping-off of by Rhizoctonia solani in different cotton cultivars. 
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 در شرایط آزمایشگاه P. fluorescensهاي  ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی جدایهو  IAAضریب همبسستگی پیرسون بین تولید  -3جدول 
  . هاي دفاعی پنبه و صفات رشدي و پاسخ

Table 3. Pearson correlation between in vitro IAA production and antagonistic activity of P. fluorescens 
isolates and growth and defense responses of cotton.  

 IAAتولید 

  آنتاگونیستیفعالیت و 
IAA production 

and Antagonistic activities  

طول 
ساقه 

  متر) (میلی
Stem 

Length 
(mm)  

طول 
ریشه 

  متر) (میلی
Root 

Length 
(mm)  

وزن خشک کل 
 (گرم/ گیاه)
Total dry 
weight 

(gr per plant)  

فنل کل 
(میکروگرم/ 

 ریشه)
Total 

phenol (µg 
per gr root) 

فعالیت پراکسیداز 
)ΔOD470 /دقیقه/

 پروتئین)
Peroxidase activity 
(ΔOD470 min-1 mg-1 

protein)  

شاخص 
 بیماري

Disease 
index  

 لیتر)(میکروگرم/میلی IAAتولید 
IAA production (µg ml-1) 0.56*a 0.79** 0.52* 0.81** 0.81** -0.73** 

 هاي فرار) ترکیبدرصدممانعت (
Volatile metabolites inhibition (%)  0.08ns 0.05 ns 0.037 ns -0.08 ns -0.11 ns 0.013 ns 

 هاي غیرفرار) ترکیبدرصدممانعت (
Non-volatile metabolites inhibition (%)  0.68** 0.82** 0.61** 0.65** 0.78** -0.69** 

 سیدروفور (میکرومول تولید پیووردین)
Sidrophore (µM Pyoverdine production) 

0.07 ns 0.13 ns -0.04 ns 0.13 ns 0.06 ns -0.09 ns 

a ** و 05/0دار در سطح  همبستگی معنی * ،01/0دار در سطح  همبستگی معنی ns دار. فاقد همبستگی معنی  
a ** Correlation is significant at the 0.01 level, * Correlation is significant at the 0.05 level, ns Correlation is nonsignificant. 

  
با دامنه میزبانی وسیع، قدرت  R. solaniقارچ 

مقاومت  و شرایط اقلیمی مساعددر زایی شدید بیماري
محیطی هاي آن در شرایط نامساعد اسکلروت بالاي

عنوان بیمارگر خطرناك در بسیاري از گیاهان زراعی  به
عنوان یکی از  است و در اغلب مناطق جهان بهمطرح 

عوامل محدودکننده کشت محصول زراعی از جمله 
هاي خسارت بیمارگراین . شودپنبه محسوب می

زیادي را از طریق پوسیدگی هیپوکوتیل و مرگ 
  ).16 و 15( آورداي پنبه به وجود میگیاهچه

 بیمارگرهاي مهارهاي شیمیایی روشگذاري کم ثیرأت
از یک طرف و  آنهاي اقتصاد زي و هزینه خاك

محیطی از طرف دیگر، توجه تهاي زیسنگرانی
هاي سالم و دستیابی روشسمت  را به پژوهشگران

ریزجانداران تر جلب کرده است. استفاده از  ارزان
قارچی  بیماریزايآنتاگونیست براي مبارزه با عوامل 

  ثر جهت کاهش ؤهاي مگیاهان یکی از روش
سم و در نتیجه جلوگیري از آلودگی محیط مصرف 

مهار هاي اخیر بحث امکان زیست است. در سال
اهی با استفاده از زاي گی عوامل بیماري زیستی

هاي متعلق به  ویژه باکتري آنتاگونیست بهریزجانداران 
 Pseudomonas مانندفلورسنت  هايسودوموناس

putida  وP. fluorescens  هاي  بیماري مهاردر
قارچی و باکتریایی ریشه گیاهان زراعی مورد توجه 

عنوان  ها در ناحیه ریزوسفر بهقرار گرفت. این باکتري
زي خط مقدم دفاعی ریشه علیه بیمارگرهاي خاك

کنند و گزینه مناسبی براي استفاده در زندگی می
هاي  هستند. باکتري مهار زیستیهاي روش

تولید بعضی طور مستقیم با  سودوموناس فلورسنت به
صورت  و نیز به IAAویژه  هاي رشد بهکنندهاز تنظیم

بیمارگرها و یا القاي  مهار زیستیغیرمستقیم از طریق 
شوند میگیاه مقاومت در گیاهان موجب افزایش رشد 

)12   .(  
تاکنون سازوکارهاي دفاعی متعددي در گیاهان از 
جمله سنتز و ترشح مواد فنلی داخل و خارج سلول، 
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هاي مرتبط با ا و پروتئینهتز فیتوآلکسینسن
هاي متعددي زایی شناخته شده است. پروتئین بیماري

ها  زایی گزارش شده است که از آندر ارتباط با بیماري
توان به پراکسیدازها اشاره نمود. پراکسیدازها اثر  می

مستقیم بر مقاومت دارند و از طریق تولید رادیکال 
ن که براي بعضی از بیمارگرها آزاد و پرکسید هیدروژ

سمی هستند، منجر به دفاع در برابر بیمارگرها 
شوند. در این رابطه، افزایش فعالیت پراکسیداز در  می

هاي پنبه در طی واکنش ناسازگار به سوختگی  برگ
 .Xanthomonas axonopodis pvباکتریایی ناشی از

malvacearum ها و تجمع مواد کاهش تعداد باکتري
چنین  زنی همراه بوده است. همملانینی در محل مایه
فنلی از جمله کاتچین  هاياکسیداسیون ترکیب

این آنزیم رشد بیمارگر را در گیاهان پنبه  وسیله به
طبق ). 31داد (مقاوم به سوختگی باکتریایی کاهش می

 ) افزایش فعالیت14هاي هاول و همکاران ( بررسی
عنوان القاي مقاومت  ا بهپراکسیداز و سنتز ترپنوئیده

  یکی از  T. virensهاي پنبه توسط  در گیاهچه
بیماري مرگ گیاهچه در اثر  مهار زیستیعوامل مهم 
R. solani دنبال آلودگی  باشد. نتایج نشان داد که بهمی
فعالیت آنزیم پراکسیداز افزایش  R. solaniگیاهان با 

  .یابد می
علیه  P. fluorescensهاي فعالیت جدایه

هاي بیمارگر در شرایط آزمایشگاهی ها و قارچ باکتري
گزارش شده هاي مختلف در پژوهشاي و گلخانه

). نتایج حاصل از این مطالعه با 21 و 18، 1است (
هاي انجام شده در مورد اثر منفی تر بررسی نتایج بیش

بر بیماري مرگ گیاهچه  P. fluorescensباکتري 
داري در تفاوت معنیمطابقت داشته است، اگرچه 

هاي باکتري مورد بررسی بر ثیر جدایهأترابطه با 
). این 2(جدول  ه شددمشاهممانعت از روند آلودگی 

تفاوت با میزان متفاوت القاي مقاومت در گیاه 
 )فنلی و فعالیت آنزیم پراکسیداز هايافزایش ترکیب(

  ).2بوده است (جدول  اطدر ارتب

هاي ریزوسفر اثر مثبت بسیاري از باکتري
. بررسی منابع گیاه دارندمستقیمی روي رشد و تقویت 

ها موجب  توسط باکتري IAAدهد که تولید  نشان می
اي گیاه اي و توسعه سیستم ریشهتشدید رشد ریشه

). کاهش رشد ریشه 7 و 4شوند (میزبان خود می
مختلف در ارتباط با کاهش سطح هاي  تحت تنش

ها،  ها، جیبرلینهاي گیاهی از جمله آکسین هورمون
  اسید جازمونیک و اسید سالیسیلیک همراه است 

ترین آکسین طبیعی است فراوان IAA). 11 و 5، 3(
هاي  که قابلیت آن در رابطه با تنظیم بسیاري از جنبه

رشد  هاي آوندي،رشد و نمو گیاه از جمله تمایز بافت
هاي  زنی بذر و غده، تحریک ایجاد ریشهطولی، جوانه

هاي مختلف و مقاومت به جانبی، بیوسنتز متابولیت
). 25 و 19(خوبی شناخته شده است  شرایط تنش به

 IAAهایی که تحریک رشد گیاهان مختلف با باکتري
در این ). 12 و 7(کنند گزارش شده است تولید می
بلیت یک گونه گیاهی براي رسد قانظر می رابطه، به

  ها با برخی سازگاري با شرایط تنش به همراهی آن
  هاي گیاهی تولیدکننده هورمون ریزجانداراناز 

عنوان یکی از سازوکارهاي  به IAA ).15(بستگی دارد 
P. fluorescens  سوختگی فوزاریومی  مهارجهت

چنین، تعدادي از ). هم23جو مشخص شده است (
ها بر کاهش میزان آلودگی ناشی از گزارش

بیمارگرهاي قارچی و باکتریایی پس از کاربرد خارجی 
IAA 24 و 19( روي گیاه اشاره دارند.( IAA  میزان

 .F. oxysporum fفرنگی را به  آلودگی گیاهان گوجه

sp. radicis دهد  با افزایش مقاومت میزبان کاهش می
 IAAان جو با گیاهپاشی محلولچنین تیمار هم ).26(

و  Fusarium culmorumدر کاهش علائم ناشی از 
پتی و همکاران، ( ثر بوده استؤافزایش محصول م

عنوان یکی از  به IAAنیز تولید در این بررسی . )2012
 Pseudomonas fluorescensسازوکارهاي باکتري 

). 3(جدول هاي دفاعی گیاه بوده است بر تغییر پاسخ
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باکتري با میزان بالاتر  4و  3هاي جدایهدر این رابطه، 
هاي رشد  ثیرات بهتري بر میزان ویژگیأ، تIAAتولید 

چنین میزان فنل کل  گیاهی (ارتفاع و وزن خشک)، هم
). این 2اند (جدول  و فعالیت آنزیم پراکسیداز داشته

نوان ع بهرا ع اهمیت تولید میزان این هورمون موضو
مهار هاي جدایه براي انتخابیک معیار مناسب 

  دهد.نشان می زیستی
باکتري دهد که نتایج کلی این آزمایش نشان می

Pseudomonas fluorescens  در القاي مقاومت گیاه
ثر بوده است و ؤم گ گیاهچهپنبه علیه بیماري مر

براي  فناوري زیستعنوان یک رهیافت  تواند به می
   قارچ و مقاومت به تنش ناشی از گیاه بهبود رشد
R. solani هاي متفاوت  پیشنهاد شود. اگرچه پاسخ

باکتري  هاي مختلفگیاه به تنش در حضور جدایه
گیاه و تغییر  یدهد که تغییرات فیزیولوژیکنشان می

به گونه آنتاگونیست مورد  R. solaniواکنش به 
  استفاده بستگی دارد. 

  
  گزاريسپاس

از معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه علوم 
کشاورزي و منابع طبیعی گرگان براي تامین منابع مالی 

از آقاي  چنین، شود. هم طرح تشکر و قدردانی میاین 
هاي  دلیل تامین جدایه دکتر سید محمود اخوت به

قربانعلی دکتر آقاي از  و باکتري و قارچ مورد نیاز
دلیل تامین بذرهاي مورد نیاز تشکر  روشنی به

  . گردد می
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